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　　摘要：致病疫霉是引起马铃薯晚疫病的重要病原菌，在全世界范围内造成了严重的经济损失。以２种不同致病力
的致病疫霉菌株侵染马铃薯叶片５个时间点的混合菌丝样品作为ｃＤＮＡ文库的材料来源，利用Ｇａｔｅｗａｙ法分别构建了

初级文库与次级文库，初级文库与次级文库的库容量分别为１．６０×１０７、１．５２×１０７ＣＦＵ，插入片段长度大多在 １０００～
２０００ｂｐ之间，重组率均达到 １００％。次级文库质粒转化酵母菌构建酵母文库，所得酵母文库滴度为 １．００×

１０８ＣＦＵ／ｍＬ，转化效率为６×１０８ＣＦＵ／μｇ。结果表明，本研究构建的酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库质量较高，完全可以满足
互作蛋白高质量、高效率筛选的要求。该文库为后续深入解析致病疫霉的致病机制奠定了基础。
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　　致病疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ）属于腐霉科
（Ｐｙｈｉａｃｅａｅ）疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ），是引起世界范
围内马铃薯晚疫病的重要病原卵菌［１］。１９世纪中
期，马铃薯晚疫病在爱尔兰大暴发并引起饥荒，数

百万人因此丧命或流亡他国［２］。如今，晚疫病仍是

马铃薯生产上的重要病害，全球每年因马铃薯晚疫

病导致的经济损失高达数十亿欧元［３］。目前，我国

马铃薯种植面积位居世界第一，但马铃薯晚疫病在

我国各马铃薯主产区长期流行，严重制约了我国马

铃薯产业的发展，持续有效的防治措施仍有待挖

掘［４－５］。因此，深入解析致病疫霉的致病机制对于

后续开发新的杀菌剂作用靶标以及培育新的抗晚

疫病马铃薯品种至关重要。

酵母双杂交系统（ｙｅａｓｔｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍ）是
研究蛋白与蛋白间的互作、筛选与已知蛋白互作的

未知蛋白的常用方法［６］。该系统最早由 Ｆｉｅｌｄｓ和
Ｓｏｎｇ在研究真核生物的基因转录调控功能时提出
并建立的，具有速度快、效率高、成本低等优点，可

用于微生物及动植物体中互作蛋白的研究［７］。该

系统依赖于酵母转录因子ＧＡＬ４的特性，ＧＡＬ４拥有
２个典型的转录因子结构域：ＤＮＡ结合结构域
（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，简称 ＢＤ）和转录激活结构域
（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，简称ＡＤ），ＢＤ能够结合ＧＡＬ１启
动子区的ＤＮＡ序列，ＡＤ能够激活转录［８］。将２个
目的基因分别连接到含 ＢＤ和 ＡＤ序列的表达载体
中，使ＢＤ和ＡＤ序列分别与２个目的基因的开放阅
读框（ＯＲＦ）融合，随后将重组载体转入相应酵母菌
株使目的基因在酵母细胞中表达；若目的基因表达

的蛋白之间发生互作，则 ＧＡＬ４转录因子的 ＢＤ和
ＡＤ也随之相互靠近并结合，ＧＡＬ４随即发挥其转录
因子功能，与上游激活序列结合后激活报告基因的

表达［９］。根据上述原理，筛选酵母 ｃＤＮＡ文库可知
晓与已知蛋白互作的未知蛋白。将已知蛋白的编

码基因连接到 ＢＤ表达载体上，作为“诱饵”载体。
将待筛选物种的ｃＤＮＡ文库中不同的插入片段连接
到ＡＤ表达载体上，作为“猎物”载体。随后，“诱
饵”载体与“猎物”载体转化酵母细胞。若一个酵母

细胞中同时表达的“诱饵”蛋白与“猎物”蛋白发生

互作，则报告基因被激活，通过提取该酵母细胞质

粒，利用测序手段获得与已知蛋白互作的基因序列。

构建高质量的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库是成功筛
选未知互作蛋白的关键。目前，病原菌侵染植物后

构建酵母双杂交文库已有不少报道，包括马铃薯、

茄子、花生、辣椒、番茄、棉花、拟南芥等［１０－１６］。这些

文库都是以病原菌侵染后的植物材料作为来源，提
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取ＲＮＡ后反转录成 ｃＤＮＡ最终构建酵母双杂交文
库，而以侵染植物后的病原菌作为来源构建酵母双

杂交文库的案例较少。因此，本研究以侵染马铃薯

不同时间的致病疫霉作为材料来源构建酵母双杂

交ｃＤＮＡ文库，为后续筛选互作蛋白、研究致病疫霉
的致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
马铃 薯 二 倍 体 野 生 种 感 病 材 料 Ｃ９７０１

（Ｓｏｌａｎｕｍｃｈａｃｏｅｎｓｅ）于２０２２年３月种植于云南师范
大学马铃薯科学研究院恒温气候室（温度为 ２２℃，
光照／黑暗周期为１６ｈ／８ｈ）中，生长６周后使用。
致病疫霉菌株８８０６９（１．３．４．７）（中低毒力菌株）
及ＨＢ０９－１４－２（１．２．３．４．５．６．７．８．９．１０．１１）（强
毒力菌株）接种于黑麦 －Ｖ８培养基上并在 １８℃
黑暗条件下培养 ７ｄ后，用手术刀切取大小约为
０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的菌块放置于青豆汁培养液中静
置培养３．５ｄ后收获菌丝，备用。大肠杆菌菌株
ＤＨ１０Ｂ，酵 母 菌 株 Ｙ１８７，载 体 ｐＤＯＮＲ２２２ｊ及
ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ均由笔者所在实验室保存提供。
１．２　主要试剂及试剂盒

ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧ ｍＲＮＡ 纯 化 试 剂 盒 及

ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒＴＭ ＩＩｃＤＮＡ 文 库 构 建 试 剂 盒 购 自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔｒｉｚｏｌ、ＳＤ－Ｌｅｕ购自 ＴＡＫＡＲＡ公
司，质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ公司，鲑鱼精
ＤＮＡ、ＰＥＧ／ＬｉＡｃ、ＤＭＳＯ等试剂购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．３　总ＲＮＡ的提取及ｍＲＮＡ分离纯化

将收集的致病疫霉菌丝均匀放置于马铃薯叶

片上，随后在菌丝上再覆盖１层叶片并放置于托盘
中，１８℃保湿培养。取侵染马铃薯叶片 ０、１２、２４、
４８、７２ｈ的致病疫霉菌丝等量混合后，分别用液氮
迅速研磨成粉末后用 Ｔｒｉｚｏｌ提取法提取菌丝总
ＲＮＡ。利用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整
性，利用 ＦａｓｔＴｒａｃｋＭＡＧｍＲＮＡ纯化试剂盒纯化
ｍＲＮＡ。
１．４　ｃＤＮＡ文库的构建

随后参照ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒＴＭⅡ ｃＤＮＡ文库构建试剂
盒说明书合成ｃＤＮＡ第１链及第２链（Ｇａｔｅｗａｙ法）。
将ｃＤＮＡ与重组接头连接后分级分离并收集，通过
ＢＰ重组反应将收集的 ｃＤＮＡ片段连接到载体
ｐＤＯＮＲ２２２上。随后利用电转法将上述重组产物转
化到大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ１０Ｂ中（１．５ｋＶ，

２００Ω，２５μＦ）。在３７℃，２２５～２５０ｒ／ｍｉｎ条件下培
养１ｈ后，取部分菌液涂布平板用于文库容量鉴定，
剩余菌液加入甘油至终浓度２０％并保存于 －８０℃
冰箱，得到初级文库菌液。初级文库质量鉴定合格

后，将初级文库菌液扩大培养并抽提质粒，利用 ＬＲ
重组反应将所得质粒与ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ进行重组，
再将重组产物电转化到大肠杆菌感受态细胞

ＤＨ１０Ｂ中。同制备初级文库菌液相似，转化后的
ＤＨ１０Ｂ在摇床培养 １ｈ后，取部分菌液涂布平板用
于文库容量鉴定，剩余菌液加入甘油至甘油终浓度

为２０％并保存于－８０℃冰箱，得到次级文库菌液。
１．５　ｃＤＮＡ文库的质量鉴定
１．５．１　文库容量鉴定　分别取初级文库菌液及次
级文库菌液１０μＬ，用无菌水稀释１００倍后分别取
５０μＬ涂布于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素（Ｋａｎ）及５０ｍｇ／Ｌ
氨苄霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ固体培养基平板上，过夜培
养后统计菌落数并计算文库容量。文库滴度

（ＣＦＵ／ｍＬ）＝平板菌落数／涂板体积 ×稀释倍数。
文库容量（ＣＦＵ）＝文库滴度×文库菌液总体积。
１．５．２　重组率及插入片段长度鉴定　从“１．５．１”
节中的初级文库及次级文库菌液培养平板上分别

随机挑取２４个单克隆进行菌落ＰＣＲ鉴定。初级文
库及次级文库鉴定所用引物对分别为 Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ
及Ｔ７Ｆ／３ＡＤＲ，鉴定引物序列见表１（由北京擎科生
物科技有限公司合成）。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变
性 ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３ｍｉｎ，３０个
循环；７２℃充分延伸５ｍｉｎ后４℃保存。随后利用
１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，统计文库重组率
及插入片段长度。

表１　ＰＣＲ扩增引物

目的 引物名称 序列（５′→３′）

初级文库鉴定 Ｍ１３Ｆ ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ

Ｍ１３Ｒ ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ

次级文库鉴定 Ｔ７Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

３ＡＤＲ ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＡＧ

１．６　次级文库质粒转化酵母感受态细胞
利用ＰＥＧ／ＬｉＡｃ转化法将次级文库质粒转化酵

母感受态细胞 Ｙ１８７。取上述质量鉴定合格的次级
文库质粒５μｇ与２０μＬ变性鲑鱼精ＤＮＡ在离心管
中充分混匀，随后加入 ６００μＬ酵母感受态细胞
Ｙ１８７，轻柔振荡混匀后加入２．５ｍＬＰＥＧ／ＬｉＡｃ溶液
并再次混匀。将混合液置于３０℃水浴４５ｍｉｎ，期间
颠倒混匀数次。随后向混合液中加入１６０μＬ二甲
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基亚砜（ＤＭＳＯ），混匀后置于４２℃水浴２０ｍｉｎ，其
间颠倒混匀数次。室温７００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清并
用３０ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ重新悬浮细胞，立即将菌液均
匀涂布于１００个 ＳＤ－Ｌｅｕ平板上，３０℃倒置培养
３～６ｄ。为检测酵母文库滴度，需同时将上述重悬
后的细胞按１∶１０、１∶１００、１∶１０００、１∶１００００的
比例稀释后涂布于ＳＤ－Ｌｅｕ平板，每个平板均匀涂
布１００μＬ菌液，待平板上长出菌落后统计菌落数量
并计算酵母文库滴度及酵母文库转化效率。酵母文

库转化效率（ＣＦＵ／μｇ）＝（平板菌落数 ×悬浮液体
积×稀释倍数）／（涂布菌液体积×转化ＤＮＡ量）。

从转化涂布后的平板上随机挑取２４个单克隆
进行菌落ＰＣＲ鉴定。随后将平板置于４℃冷却３～
４ｈ，向每个平板中加入５ｍＬＹＰＤＡ培养基溶液（含
３０％甘油），用无菌玻璃涂棒均匀刮下所有酵母菌
落，计算酵母细胞总数，收集并分装酵母双杂交文

库菌液，－８０℃保存备用。

２　结果与分析

２．１　总 ＲＮＡ的提取、ｍＲＮＡ的分离及 ｄｓｃＤＮＡ的
合成

提取致病疫霉侵染马铃薯叶片不同时期菌丝

混合样品的总 ＲＮＡ，用１％琼脂糖凝胶电泳检测提
取的总ＲＮＡ质量是否合格。结果如图１－Ａ所示，
琼脂糖凝胶电泳后２８ＳｒＲＮＡ及１８ＳｒＲＮＡ条带清
晰且无拖尾现象，说明 ＲＮＡ未发生降解，可用于后

续ｍＲＮＡ的分离纯化。用 ＮａｎｏＤｒｏｐ核酸蛋白分析
仪检测总ＲＮＡ浓度为０．９７μｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为
２２６，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ为１．７４。上述结果均表明，致病
疫霉侵染马铃薯叶片不同时期菌丝混合样品的总

ＲＮＡ质量较高。使用纯化试剂盒分离纯化 ｍＲＮＡ，
琼脂糖凝胶电泳结果显示分离纯化后的 ｍＲＮＡ呈
弥散状，条带均匀分布在 ５００～２５００ｂｐ之间
（图１－Ｂ），说明分离的 ｍＲＮＡ质量较高。随后，根
据文库构建试剂盒说明书合成双链互补 ＤＮＡ
（ｄｓｃＤＮＡ）并进行均一化处理，如图 １－Ｃ所示，
ｄｓｃＤＮＡ呈现出均匀的弥散条带，条带大小为５００～
２５００ｂｐ，说明制备的ｄｓｃＤＮＡ包含了不同大小和丰
度的基因，可用于后续文库的构建。

２．２　ｃＤＮＡ初级文库的构建及鉴定
ｃＤＮＡ与重组接头连接后，利用ＢＰ重组反应将

ｃＤＮＡ片段连接到文库载体 ｐＤＯＮＲ２２２上。随后，
通过电转化法将重组质粒导入大肠杆菌ＤＨ１０Ｂ中，
将上述菌液涂布到平板上并进行菌落计数（图２－
Ａ）。统计结果表明，初级文库滴度为 ４．００×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ，转化后的菌液体积为４ｍＬ，因此初级
文库容量为１．６０×１０７ＣＦＵ。从上述转化涂布后的
平板上随机挑取２４个单克隆菌落进行 ＰＣＲ鉴定，
结果如图２－Ｂ所示，所有挑取的单克隆均扩增出
条带，条带大小在１０００～２０００ｂｐ之间。说明致病
疫霉 ｃＤＮＡ片段成功插入初级文库载体，重组率
为１００％。

２．３　ｃＤＮＡ次级文库的构建及鉴定
提取 ｃＤＮＡ初级文库质粒，利用 ＬＲ重组反应

将初级文库质粒与次级文库载体 ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ
进行重组，将重组产物转化到大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂ中，
涂布平板并进行菌落计数（图３－Ａ）。结果表明，
次级文库滴度为３．８０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，次级文库容量

为１．５２×１０７ＣＦＵ。随机挑取上述转化平板上的２４
个单克隆菌落进行ＰＣＲ鉴定，所有单克隆都能扩增
出清晰条带，条带大小大多在１０００～２０００ｂｐ之间
（图３－Ｂ），重组率为１００％。上述结果表明，本研
究所构建的ｃＤＮＡ次级文库容量较大、质量较高，完
全可以满足酵母双杂交筛选互作蛋白的要求。

—２６— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１３期



２．４　ｃＤＮＡ次级文库质粒转化酵母感受态细胞
提取ｃＤＮＡ次级文库质粒并转化酵母感受态细

胞Ｙ１８７，制备酵母双杂交文库菌液。统计平板上的
酵母菌落数并计算得出酵母文库滴度为 １．００×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ（图４－Ａ），酵母文库转化效率为６×
１０８ＣＦＵ／μｇ。随机挑取２４个酵母单克隆菌落进行

ＰＣＲ鉴定，琼脂糖凝胶电泳结果表明，所有单克隆
都能扩增出 １条清晰的条带，条带大小大多在
７５０～２０００ｂｐ之间（图４－Ｂ）。综上，酵母文库转
化效率较高，酵母文库菌液覆盖了全部的次级文库

质粒，酵母文库质量较高，可用于后续互作蛋白的

筛选。

３　讨论与结论

由致病疫霉引起的马铃薯晚疫病是引起马铃

薯减产的主要原因。深入探究致病疫霉的致病机

制并在此基础上选育抗病马铃薯新品种是防治马

铃薯晚疫病的根本措施。全面解析致病疫霉的致

病性相关基因的功能，探究这些基因通过何种机制

促使马铃薯感病显得尤为重要。蛋白质是基因编

码的产物也是基因功能的具体执行者，大多数蛋白

需要通过与其他蛋白相互作用来发挥其功能［１３］。

目前，常用来研究蛋白间相互作用关系的试验技术

为酵母双杂交技术，该技术具有成本低廉且高效快

捷的优点，被广泛用于分析２个已知蛋白间的相互
作用，或者用已知蛋白作为“诱饵”来钓取能够与之
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结合的未知蛋白。

目前，以侵染植物后的病原菌作为材料来源提

取 ＲＮＡ并构建酵母双杂交文库的相关报道较少。
本研究选取２种不同致病力的致病疫霉菌株侵染马
铃薯叶片５个时间点的菌丝样品作为ｃＤＮＡ文库的
材料来源，可以准确反应致病疫霉侵染马铃薯时其

致病性相关基因受到激发的真实表达情况，在确保

文库构建的完整性的同时，也保证了文库的代表

性。构建高质量的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库对于后续
筛选互作蛋白至关重要，ｃＤＮＡ文库的质量直接影
响了互作蛋白的筛选效率［１５］。本研究采用Ｇａｔｅｗａｙ
法利用特异性重组技术构建文库，最大程度避免了

低丰度基因克隆的丢失；为降低高丰度基因对文库

质量造成的负面影响，本研究对 ｄｓｃＤＮＡ进行了均
一化处理，提高了后续酵母文库筛选的效率。从初

级文库及次级文库的鉴定结果来看，本研究得到的

初级文库容量为１．６０×１０７ＣＦＵ，重组率为１００％；
次级文库容量为１．５２×１０７ＣＦＵ，重组率为１００％；
初级文库及次级文库插入片段的长度大多在

１０００～２０００ｂｐ之间，包含了相当一部分全长
ｃＤＮＡ序列。用次级文库质粒转化酵母感受态细胞，
最终得到酵母文库菌液，该酵母文库滴度为１．００×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ，转化效率为６×１０８ＣＦＵ／μｇ。以上结
果均说明，本研究所构建的致病疫霉酵母双杂交

ｃＤＮＡ文库质量较高，理论上利用此文库能够筛选
出与诱饵蛋白相互作用的所有未知蛋白，这将为后

续深入研究致病疫霉致病相关基因及其致病机制

奠定基础。
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